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USEFULNESS OF DNA PLOIDY, AgNORs, PCNA AND c-erbB-2 
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   Seventy one patients with renal cell carcinomas were examined for a variety of markers associated 
with tumor  malignancy  : nuclear DNA ploidy, AgNORs, PCNA and c-erbB-2. Usefulness of the 
markers in predicting the prognosis was studied by analyzing the relationship between each of these 
markers and the prognosis of the patients with renal cell carcinomas. DNA ploidy was analyzed by 
flow cytometry. AgNORs were stained by the silver colloid method. PCNA and c-erbB-2 were 
detected by immunohistochemistry. In all the patients examined, DNA ploidy, AgNORs, PCNA and 
c-erbB-2 were significant predictors of the prognosis. Of the patients with grade 2 carcinomas, the 
survival rate was significantly higher in the patients with the PCNA-positive cells of lower than 35.0% 
than in those with the positive cells of more than 35.0%. The patients without the expression of c-
erbB-2 exhibited a significantly higher survival rate than those with the expression. In the patients 
with grade 2 carcinomas, however, neither DNA ploidy nor AgNoRs was a significant predictor of the 
prognosis. These findings suggest hat PCNA and c-erbB-2 provide more accurate information than 
the others to understand the biological characteristics of the grade 2 carcinomas and are useful in 
predicting the prognosis of the patients with grade 2 renal cell carcinomas. 
                                            (Acta Urol. Jpn. 43: 697-702, 1997) 
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　 　　 　 　　 　 緒 　 　 　 　 　言
　 腎細胞癌 の組織 学 的悪性 度(grade)は,予後 予測
因子 と して重要 で ある とされて いるト3)金 丸 ら4)や
北村 ら5)はgrade別の5年 生存率 についてgrade　1と
grade　2はgrade　3よ り有 意 に予 後 良好 で あ るが,
grade　lとgrade　2と の間には差は なか った と報告 し
て い る.し か し,金 丸 ら4)のgrade　lの5年 生 存 率
は,100%で予 後 良好 であ るが,grade　2は78%で あ
り,癌 の再発進行 に よ り癌死 す る例 が認め られ る.そ
のた めgradc　2に お いて も,予 後 良好群 と不 良群 に
分 けるこ とが で きれば適切 な治療 法の選択が可能 とな
り,腎 癌患者 の予後 の改善 に有用 と考え られ る.予 後
を予 測す るた めのgrade以外 の各種 の生物 学的悪性
度の指標が,各 種 の癌 にお いて報告 され,そ れ らの有
用性が認 められて いる,そ こで,今 回,腎 細胞癌 患者
7正例 におい て,flow　cytometryを用 い た多数 細胞 の
核 内DNAの 分布パ ター ンで あ る核DNA量,核 小
体 内のRNA　polymerase　lに よ り転 写 され る大 きな
DNAの ル ープに接 し,銀 によ り染色 される非 ピス ト
ン蛋 白質で あ るargyrophilic　nucleolar　organizer　r -
gion(AgNOR)6),　DNA polymerase一δの補助蛋 白質
で,G1後 期 か らS期 にか けて合成 され るproliferat-
ing　cell　nuclear　ntigen(PCNA)7),ラッ ト神経 芽細
胞腫 の癌 遺伝子neuに 対す るprotooncogeneであ る
c-erbB-28)の4者を同時に検索 し,こ れ ら指標 の腎細
胞癌 の予 後予 測 にお ける有 用性 を検討 し,と くに,
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の可能性を検討 した.
対 象 と 方 法
泌尿紀要43巻10号1997年
対 象 症 例:1990年4月 か ら1994年6月 ま で に ト ヨ タ
記 念 病 院 泌 尿 器 科,岐 阜 大 学 医 学 部 泌 尿 器 科 お よ び そ
の 関 連 病 院 に て 手 術 が 施 行 さ れ た 腎 細 胞 癌71例 を 検 討
対 象 と し た.患 者 の 性 別 は 男 性52例,女 性19例,年 齢
構 成 は,20歳 か ら80歳(平 均59.3歳)で あ っ た.病 理
組 織 学 的 異 型 度 はgradel,18例,grade2,碍 例,
grade3,9例 で あ っ た.病 理 組 織 学 的 進 展 度 は,
pTl,9例,pT2,45例,pT3,17例 で あ っ た.71例
中 核DNA量 は71例,AgNORは61例,PCNAは54
例,c-erbB-2は63例 に 施 行 し た.そ れ ぞ れ のgrade
とstageはTable1の ご と く で あ り各 群 のgradeと
stageの分 布 に は 差 を 認 め な か っ た.組 織 学 的 構 築 型
はalveolartype,551列,tubulartype,5i列,papil-
larytype,4{列,cystictype,51列,solidtype,1
例,mixedtype,1例 で あ っ た.組 織 学 的 細 胞 型 は
clearceIlsubtype,55伊聾,granularcelIsubtype,5
例,mixedsubtype,10例,pleomorphiccelltype
l例 で あ っ た.摘 出 腎 は 一 部 を 核DNA量 測 定 用 と
して 使 用 し,残 り をIO%ホ ル マ リ ン液 に て 約12時 間 か
ら24時 間 固 定 後,パ ラ フ ィ ン包 埋 ブ ロ ッ ク を 作 成 し
3μmの 薄 切 切 片 をAgNOR染 色,PCNA染 色 お よ
びc-erbB-2染色 に 使 用 した.組 織 学 的 分 類 は 腎 細 胞
癌 取 り扱 い 規 約9)に従 っ た.な お,gradeが2つ 以 上
混 在 して い る場 合 は 最 も高 いgradeを 採 用 し た.
核DNA量 の 分 析:核DNA量 は 腫 瘍 組 織 を 細 切
後,Vindelovら のlow-saltrapiddetergentme-
thodio)に準 じ て 処 理 し,fiowcytometerにて 測 定 し
た.DNA染 色 に はpropidiumiodideを用 い,flow
cytometerはFACS440(BectonDickinson社)を用
い た.DNAploidyの 判 定 に つ い て は,DNAhisto-
gram上2cと4cの2peakを 示 し,4c細 胞 の 割 合
が10%未 満 の も の をdiploidと し た.DNAhisto-
gram上2cと4cpeakが 明 ら か に 異 な る 位 置 の
peakを 示 す も の と,2peakを 示 す が4c細 胞 の 割 合
が10%以 上 の もの をaneuploidとし た.
AgNOR染 色:AgNOR染 色 は,切 片 を 脱 パ ラ





method6>に準 じて2%ゼ ラチ ン1%蟻 酸 液 と50%硝
酸銀液 とを1:2に混 合 して作成 したAgNOR染 色 液
に1時 間,室 温 の 暗 室 で 反 応 させ行 っ た.検 体 の
AgNOR数 は,100核あ た りの平均AgNOR数 と し
た.
免疫組織学 的染色(PCNA染 色,c-erbB-2染色):
免疫組織学的染色 は,切 片 を脱パ ラフ ィン化 した後,
0.3%H202加メ タ ノール溶液 にて内因性 ペル オキシ
ダーゼ を阻害 し,ブ ロ ッキ ング用 血清にて非特異反応
を阻止 した の ち,PCNAの 検 出 の た め に はPC-10
(DAKO社),c-erbB-2の検 出 の た め に はNCL-
C8H(Novocastra社)をそ れぞ れ一 次抗体 として使
用 した。4℃ で一 晩反応 させ洗 浄後,Avidin-Biotin-
Complexと室温で30分反応 させ た後,3,3'-diamino-
benzidine,tetra-hydrochloride(DAB基質液)に て
発 色 させ た.PCNAは 核 が染色 され た腫 瘍細 胞 を陽
性 細胞 と し,陽 性 細胞 が集 中 して いる部分 を選 んで
1,000個の腫瘍細 胞 中の陽性 細胞 の割合 を測 定 した.
また,c-erbB-2は細胞 質が染 色 され た腫瘍 細胞 を陽
性細胞 と し,陽 性細胞が少数で も認め られ た症例 は陽
性 とした.
統 計 学 的分 析:生 存 率 の 算 出 に際 して は癌 死 例
(cause-specificcase)のみ を死 亡 と して 取 り扱 い,
Kaplan-Meier法を用 い て,統 計 学 的 比 較 に は















1各 指標 と予後 との関連
今回検討 した71症例 のgrade,stageと死亡数 を示
す(Table2).gradeと予 後 との 関 連(Fig.IA)で
は,gradeが高 くな るに従 って,予 後不 良 となる傾 向
を認 めた.gradel症例 とgrade3症例,grade2症
例 とgrade3症例 の間 に生 存率 に統 計学 的有 意差 を
認 めた(p<0,05).しか し,gradel症例 とgrade2
症例の間には統計学 的有意差 を認 めなかった.
T因 子 と予 後 との関連 で は,pTl症 例 とpT3症
例,pT2症 例 とpT3症 例 の間 に生存 率に統計学 的有
意差 を認め た(p<0.05).しか し,pTl症 例 とpT2
症例 の間 には統計学的有意差 を認 めなか った.pT1+
pT2症例 とpT3症 例 の生存率の 間に は統 計学 的有意
差 を認 めた(p<0.05)(Fig.1B).
Ploidyと予 後 との関連 で は,aneuploid症例 が 統
計 学 的 に有意 にdiploid症例 よ り予 後不 良で あっ た
(p<o.05)(Fig。2).なお,diploid症例 は43例,
aneuploid症例 は28例であ った.
AgNOR数 と予 後 との 関連 で は,receiveroperat.
ingcharacteristic(ROC)曲線 より算 出 したAgNOR
数1.90を境 界 と して2群 に分 け る と,AgNOR数




































































1.90以上 の症例 は,1.90未満 の症例 よ り統計学的 に有
意 に予 後 不 良で あった(p<o.05)(Fig.3).なお,
AgNOR数L90未 満 の症例 は33例,1.90以上 の症 例
は28例で あった.
PCNA陽 性 率 と予後 との 関連 で は,ROC曲 線 よ
り算 出 したPCNA陽 性 率35.0%を境 界 と して2群 に
分 ける と,PCNA35.0%以上 の症例 は,35.0%未満




例 は,c-erbB-2陰性 の症 例 よ り統計 学 的 に有 意 に予
後不 良で あった(p<0.05)(Fig.5).なお,c-erbB-2
陰性 の症例 は32例,陽性 の症例 は31例であ った.
Igrade2症 例 における各指標 と予後 との関連
こ こ まで の検 討 で は,grade3症例 はgradel,
grade2症例 に比 較 して 明 らか に予 後不 良 で あ り,
gradel症例 とgrade2症例 の間に は統計学 的有 意差
を認 めなか った.し か し,gradel症例 は,18例中1
例 のみ の死亡 で生存 率92,9%と予 後 良好 であ るが,
grade2症例 は,4ilr例中7例(生 存率76.0%)と癌の
再発進行 によ り死亡す る症例 を認め た.し たが って全
症例 の62.0%をしめ るgrade2症例 の中 か ら予 後不
良群 を選 び出す指標 を見出す こ とは意義 あるこ とと考





























T因 子 と予 後 との 関連 で は,pTl,pT2,pT3の
各T因 子 間 の生存率 に統 計学 的有 意差 を認 めな かっ
た.ま た,pTl+pT2症 例 とpT3症 例 の間に も生存
率 に統計 学 的有意差 を認 め なか った.な お,pT1症
例 は7例,pT2症 例 は25例,pT3症例 は12例で あ っ
た.






















































ploid症例 の 問 に生存 率 に統 計 学 的有 意差 を認 めな
かった.な お,diploid症例 は26例,aneuploid症例
は18例であ った.
AgNOR数 と予 後 との 関連で は,AgNOR数1.90
以上の症例 とL90未満 の症例 の問に生存率 に統計学 的
有意 差 を認 め なかった.な お,AgNOR数1.90未満
の症例 は18例,L90以上 の症例 は19例であ った.
PCNA陽 性率 と予 後 との関連で は,PCNA陽 性率
35.0%以上の症例 は35.0%未満の症例 よ り有意に予後
不 良 で あ っ た(p<o.05)(Fig.6).なお,PcNA
35.0%未満 の症例 は18例,35,0%以上の症例 は19例で
あ った.ま た,死 亡例6例 におけ るPCNA陽 性率が
35.0%以上 の症例 は5例(83.3%)と,生 存例 におけ
る26例中9例(34,6%)よ り有 意に高率 であ った(p
<0,05).
c-erbB-2と予 後 との関連 で は,c-erbB-2陽性症 例
はc-erbB-2陰性 症例 よ り有意 に予後不 良で あった(p
<O'05)(Fig.7).なお,c-erbB-2陰性 の症 例 は17
例,陽 性の症例 は21例であ った.ま た,死 亡例6例 に
お けるc-erbB-2陽性 の症例 は6例(100%)と,生 存









腎細胞癌 は多彩な組織 像 を呈 し,多 彩 な臨床経過 を
とる腫瘍であ る.こ のため予後 を推定 し治療 を行 うに
つ いて は,組 織学 的悪性 度(grade)が重要 で あ る と
され て い る1'3)今回 の検 討 で も,grade3症例 は
gradel,grade2症例 に比 較 して 明 らか に予 後不 良
で あ り,従 来の報告4'5)と同様 の結果 を示 した.さ ら
にgradeI症例 は,18例 中1例 しか死 亡 例が な く予
後 良好で あ った.し か し,全 症例 の62.0%をしめ る
grade2症例 において は44例中7例 と癌の再発 進行 に
よ り死亡す る症例 を認 め た.こ の ためgrade2症例
の中で,予 後の良好 な症例 と不 良な症 例 に分 ける指標
があれば,予 後不 良な症例 に対 して従 来以上の積極 的
治療法 を選択す るこ とに より予 後が改善す ることが期
待 され る.そ こで,今 回,grade2症例 の 中か ら予後
不 良群 を選 び出す ための指標 を見いだす 目的で各種 の
予 後因子 につ いて検討 を行 った.
核DNAは,fiowcytometcrとい う特 殊 な機 器 を
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使用す るが,新 鮮標本 を使用 しキ ッ トにて簡易 に測定
可 能で あ る.AgNORは,Platonら6)によ り簡易 な
染色方法が開発 され,特 殊 な薬 品を使用せず通常 の標
本作製過程 よ り得 た標本 にて測定可 能である.PCNA
とc-erbB-2は臨床病理 学的 に行 われて いる免疫組織
学 的染色 にて通常 の標本作製過程 よ り得 た標 本にて検
出可能で あ り,こ れ ら4者 の測定 は,い ずれ も臨床応
用可 能な簡便 な方法 である.
今 回 の検 討 で は,grade2症例 にお い て,pTl+
pT2症例 とpT3症 例 とに2分 類 した場合のT分 類 お
よび核DNAは いず れ も,予 後 の良好群 と不 良群 の
異 な る2群 に分 ける こ とはで きなか った.中 野 ら11>
もgrade2症例 において,1検 体 で測定 した核DNA
量 は有 用 な予後 予測 因子 で なか った と報 告 を してい
る.し か し,永 森12)は腎 細胞癌 の核DNA量 におい
て癌 細 胞 の 組織 学 的多 様性(heterogeneity)を考 え
て,4検 体 以 上 の 異 な る部 位 をそ れ ぞ れ別 個 に核
DNA量 の測 定 を しないか ぎり,aneuploid部分 が存
在す る症例 をdiploid症例 と判定 し,予 後 を正確 に予
測 で きな い と報告 して い る.今 回 の検 討 で は,核
DNA量 は体 積 の比 較 的 大 きな1検 体 と して 測定 し
た.こ の こ とが,今 回の検討 で核DNA量 と予後 と
の関連 を見出せ なか った原因の一つか も しれ ない.
AgNOR数 も今 回 のgrade2症例 の検討 で は,予
後予 測 の指標 とな りえ なか った.阿 部 ら13)はgrade
l,grade2およ びgrade3の 全 症 例 の 検 討 で は
AgNOR数 の大小 に よ り予 後 を分 ける ことがで きる
が,grade3症例 に限った検 討で はAgNORは 予 後
予測 因子 とならず,AgNORはgradeを 越 え る指標
で は ない と述べ て い る.今 回の 検討 対 象 はgrade2
症例 で あるが阿部 ら13)のgrade3症例 におけ る結 果
と同 じくAgNORは 同一grade内での予後予測 因子
にならなか った.
しか しなが ら今 回の検討 で,grade2症例 において
PCNAは 予 後 予 測 因 子 と な る こ とが 示 さ れ た.
PCNAは 細 胞の増 殖期 であ るGl後 期 か らS期 にか
けて合成 される7)こ のため細 胞 内のPCNA量 は細
胞 の増 殖能 を反 映す る と考 え られ てい る14>泌尿 器
科癌 において も膀 胱癌15'16),精巣腫 瘍17)で悪性 度の
指標 として有 用である と報 告 されてい る。腎細胞癌で
も,関 ら【8)はす べ て の 症 例 を対 象 に した 検 討 で
PCNA陽 性 率 は今 回の検討 と同様 に予後 予測 因子 と
な る と報告 して い る.ま た,今 回の ようにgradeを
同一 に した検 討 で は,中 野 らu)がgrade2症例 にお
いてPCNAが 有用 な予 後予測 因子であ る と述べ てい
る.従 ってPCNAは 従 来の腎細 胞癌 の病理組織 学的
な悪 性度 の指 標で あ るgrade分類 を補助 しうる指標
とな りうる もの と思われた.
さ らに,今 回の検討 では,grade2症例 においてc一
erbB-2も予 後予 測 因子 と な る こ とが示 され た.c-
erbB-2は増 殖因子 といわ れてい るepidermalgrowth
factorreceptorと相 同性 を示す遺伝子 であるため増殖
因子 レセ プ ター といわれ てい る7)乳 癌 患 者で はc-
erbB-2遺伝 子増 殖 を認 める患 者 は予 後が不 良であ る
と報告 されている19)また,Yusaら はマ ウスの低転
移性結 腸癌細胞 に活性型c-erbB-2を導入 する こ とに
より,そ の転移能が上昇す る ことを報告 してい る20)
これ は,c-erbB-2が癌 細胞 の性状,特 に悪性 度 に関
係 していることを示 し,今 回の結 果 を裏付 ける もの と
考 え られ る.
今 回 の検討 か ら,grade2症例 にお いて はPCNA
お よびc-erbB-2を測定す る ことによ り,予 後不 良 と
考 え られる症例 を選別 し,こ れ ら症例 に対 して,術 後
補助療法 として免疫療法,化 学療法な どの積極 的治療
法 を選択す ることによ り予後の改善が図 られ ることを
期待す る もので ある.
結 語
腎細 胞癌71例につ いて核DNAploidy,AgNOR,
PCNA,c-erbB-2を測定 した.腎 細 胞癌 全体 で は核
DNAploidy,AgNOR,PCNA,c-erbB-2はいず れ
も予後予測 因子 として有用であ ることが示唆 され,さ
らにgrade2症例 に おい て もPCNAとc-erbB-2は
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